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Topical compositions to protect the skin etc. - contain an extract of Pisum sativum and an 

amino acid 

Patent Number : W09833475 

International patents classification : A6 J K-007/48 A6IK-038/00 A61K-03J/35 A6JK-035/78 A61K-047/00 

• Abstract : 

W09833475 A A synergistic complex for use in cosmetic or topical pharmaceutical compositions comprises an extract of Pisum sativum seeds rich in 
peptides and, optionally an amino acid in the form of a complex salt. 

P. sativum is a member of the Meliaceae family, the extract being obtained by crushing the seeds in acidulated water at 50 deg. C and filtering or 
centrifuging, followed, if desired, by dehydration. The compositions preferably contain 0.05-40 (especially 1-40) wt.%, of this extract. The amino acid 
used is preferably histidine, arginine or tyrosine, their salts with succinic or aspartic acid being especially preferred. Preferably the compositions 
contain 0.05-40 (preferably 0.1-40) wt.% of amino acid. Other components that may be present include 0.005-10 wt.% of a dehydrated aqueous, 
alcoholic, or aqueous, alcoholic extract of Khaya senegalensis, another plant of the Meliaceae family, 0.05-5 wt.% of water soluble yeast cells extracts of 
Saccharorhyces cerevisiae, 6.05-10 wt.% of a sugar, polyoside or polysaccharide, especially sucrose or glycogen, and 0.01-10 wt.% of a group B 
vitamin, especially pyridoxine or niacinamide. 

USE - The complex reduces the expression of stress proteins, especially Heat Shock Protein (HSP) and so may be used in compositions to protect 
against solar radiation, photo- induced cutaneous ageing, oxidants, free radicals and the like. The compositions may be in the form of e.g. a liquid, 
solution, paste, powder, liposome, microspheres, microcapsules or nanoparticles. (Dwg.0/8) 
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(54) Titre: COMPLEXE SYNERGIQUE ACTIF ET PRODUIT COSMETIQUE ET/OU PHARMACEUTIQUE COMPRENANT CE 
COMPLEXE 

(57) Abstract 

The invention concerns a synergetic complex designed in particular for being incorporated in a cosmetic and/or pharmaceutical 
preparation for topical use on the skin and/or superficial body growth. This complex is characterised in that it contains at least an extract 
of Pisum Sativum seeds rich in peptides, an extract of a plant of the Meliaceae family, rich in tannin and/or coumarin derivatives and, if 
required, at least an amino acid in the form of complex salt(s). 

(57) Abrege* 

La prdsente invention concerne un complexe synergique destine notamment a fttre inc6gr6 dans une preparation cosmetique et/ou 
pharmaceutique a usage topique pour la peau et/ou les phanfcres. Complexe caracterise en ce qu'il comporte au moins un extrait de graines 
de Pisum Sativum riche en peptides, un extrait de plante de la famille des meHacees, riche en tannins et/ou derives coumariniques et, le 
cas echeant, au moins un acide amine sous forme de sel(s) complexe(s). 
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Complexe synergique actif et produit cosmetique et/ou 
pharmaceutique comprenant ce complexe 

La presente invention concerne le domaine de la cosm6tologie et de 
la pharmacologic, notamment preventive et reparatrice, et a pour objet un 
complexe synergique actif anti-stress, ainsi qu'un produit cosm6tique et/ou 
pharmaceutique integrant ce dernier. 

5 Au niveau des cellules d'un organisme, en particulier humain, le 

stress peut dtre provoque soit par des agressions externes : chaleur, agressions 
x6nobiotiques (cadmium, ars6nite de sodium), irradiation solaire, soit par des 
privations en glucose, en oxygene, (anoxie) ou encore par des inducteurs 
endogenes : division cellulaire, differentiation cellulaire. 

10 Tous les organismes vivants, des plus simples (archSobacteries) aux 

plus 6volu6s (mammifferes), pr6sentent la capacite de r6pondre k un stress par la 
synthese d'un ensemble de proteines connues sous la d6signation HSP (Heat 
Shock Protein ou proteines de choc thermique) regroupees en differentes families 
en fonction de leur poids moleculaire. 

15 Les agressions pr&itees entrainent une d6naturation des prolines 

cellulaires ("proteotoxines") et les prot6ines de stress (HSP) participent k la 
"renaturation" de ces prolines ou k leur elimination. Elles permettent ainsi aux 
cellules de r6sister au stress. 

Durant le stress, 1'activitS des proteines du type HSP est 6galement 

20 deplacee pour proteger le patrimoine gen6tique (ADN) ainsi que son mode 
d'expression (nucl6ole, ribosome, ARN messager). 

Au niveau de la peau, on retrouve k l'&at physiologique normal 
l'expression de la plupart des prolines de stress avec, en particulier, une forte 
expression des prolines de la famille des HSP70, mais aussi de THSP27. 

25 LHSP72 est pr6ferentiellement localisee dans la couche basale et 

THSC70 (HSP constitutive) dans les couches suprabasales. 

Au cours de differents stress cutanes, l'expression des HSP au niveau 
des cellules augmente significativement et ces prot6ines peuvent etre consid6r6es 
comme de v6ritables marqueurs cellulaires de stress. 

30 II a ainsi ete montre que pour des k6ratinocytes en culture, un choc 

thermique chaud (1 heure k 42° C ou 15 minutes k AT C) induisait l'expression 
des HSP72, HSP78, HSP90 et HSP1 10 et qu'un choc thermique (1 heure k 45°C) 
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induisait l'expression de l'HSP72 et de THSP27 dans la peau humaine en culture 
organotypique. 

De m£me, dans la peau humaine in vivo, il y a induction de THSP72 
apres un choc chaud dans les cellules £pidermiques et dermiques et le stress 
5 cutane provoque par irradiation UV-B induit I'apparition de THSP72 dans des 
cultures organotypiques de peau humaine et THSP27 dans la peau de souris, in 
vivo. 

De meme, il a £galement 6t€ v6rifie qu'un traitement UV-A (5 J/cm^ 
a 80 J/cm^) induit l'expression de THSP72 dans des cultures cellulaires (lignee 
10 cellulaire de fibrosarcome HT1080). 

Ainsi, il est notamment bien dtabli que, au cours degressions 
physiques telles que la chaleur ou l'irradiation UV, les prot6ines du type HSP sont 
fortement induites au niveau de l'Spiderme cutan6. Elles repr6sentent alors un 
excellent marqueur du degr£ de stress de la peau dans ces conditions : irradiation 
15 ultraviolette accompagnee ou non d'une Elevation de temperature. 

Ces marqueurs (HSP) peuvent done gtre parfaitement utilises pour 
£tudier des actifs et/ou des produits cosm&iques et notamment des produits 
protecteurs solaires (produits solaires ou contre le vieillissement premature de la 
peau). 

20 II existe actuellement un certain nombre de m6thodes pour evaluer 

I'effet protecteur sur la peau contre les dommages de la lumtere solaire, des 
preparations solaires : mesure du SPF ("Sun Protecting Factor" ou facteur de 
protection solaire), comptage des SBCs ("Sunburn Cells" ou cellules coups de 
soleil) dans Tepiderme, mesure de Peffet anti-radicaux Iibres. 

25 Evaluation des HSP, et notamment de THSP27 et 72, est une 

m6thode originate pour mesurer I'effet photoprotecteur de produits cosm&iques, 
protecteurs anti-solaire ou anti-vieillissement pr£matur6 de la peau, photo-induit. 

On sait, par ailleurs, que le glutathion, un tripeptide compost de trois 
acides amines dont la cysteine qui confere a ce tripeptide une fonction thiol (-SH), 

30 existe sous forme reduite (GSH) ou oxyde (GS-SG pont disulfure) dans la cellule 
grace a un systeme enzymatique de conversion permettant de passer d'une forme k 
l'autre et que le glutathion est present en quantite importante dans la peau. 

En comparaison par rapport au derme, il est present en quantite deux 
fois plus importante dans Tepiderme, dans la couche des cellules vivantes et dans 

35 la couche des cellules mortes ou couche cornee. 

II est bien connu que dans la peau, le glutathion joue un r61e de 
detoxification des radicaux libres et peroxydes, et 6galement de protection des 
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membranes des cellules vivantes et des prolines structurales de la couche corn£e 
(keratine). 

Ce pouvoir de detoxification et de protection s'exerce dans 
differentes conditions et natures de stress telles que stress oxydatif, stress 
5 thermique ou stress par irradiation. 

En effet, comme indiqud pr6c6demment, le rayonnement ultraviolet 
UV-B et aussi UV-A provoque une depletion du taux de glutathion, dans des 
cellules en culture in vitro ou in vivo sur souris et il a 6t6 demontrt que cette 
d6pl6tion potentialisait la formation des cellules du type cellules coup de soleil 
10 dans l^piderme. 

II a ete decrit egalement que le rayonnement UV-R accroissait la 
pr6sence de ponts disulfides (S-S) mis en Evidence par histochimie dans 
rSpiderme, en particulier au niveau des cellules coup de soleil apparues aprfcs 
irradiation. 

15 Ces ponts disulfures sont d'ailleurs reconnus comme une etape 

precedant l'apoptose ou mort cellulaire programme UV-induite. 

La teneur dans Tepiderme en groupements thiol, dont le glutathion, et 
en ponts disulfures sont done de bons indicateurs d'une 6volution vers un 
vieillissement et une mort cellulaire acc616res et il apparaft que l'enrichissement de 

20 l'epiderme en groupements thiols, et notamment en glutathion, constitue un bon 
moyen de protection anti-solaire et anti-vieillissement photo-accelere. 

Afin de lutter contre les effets du rayonnement solaire, differents 
produits cosmetiques dits "solaires" et M anti-photo-vieillissement n ont 6l6 
d6velopp6s et mis au point, leur developpement depuis leur debut jusqu'& ce jour 

25 pouvant etre subdivise en plusieurs etapes dont chacune correspond sensiblement 
k l'ajout d'un compos6 actif supplemental. 

D a tout d'abord 6te proced£ a Introduction dans ces produits connus 
de filtres UV-B (pour eviter les brQlures solaires), puis & l'introduction de filtres 
UV-A (action sur le photo- vieillissement chronique et la carcinogeneses 

30 Une troisifcme 6tape a consist^ en l'ajout de substances anti- 

oxydantes et anti-radicaux libres (lutte contre la formation des cellules coup de 
soleil), suivi par Incorporation de substances pr&nelanog&nes (acceleration du 
bronzage par production d'automdlanine) et, enfin, plus recemment, par 
Tintroduction de cytophotoimmunoprotecteurs (preservation du capital 

35 immunologique cutan6 constitu6 par les cellules de Langerhaus dans r6piderme). 

Independamment de Involution pr6cit£e, qui a abouti h des produits 
prdsentant un nombre d'ingr6dients croissant sans effets r£ellement synergique 
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entre elles, les inventeurs de la presente invention ont recherche et d6veloppe une 
nouvelle voie consistant dans le renforcement de l'autodefense naturelle de la 
peau, c'est-&-dire en agissant k Techelon bio-moieculaire de la protection et de la 
reparation cutanee solaire, par des actions synergiques et simultanees, d'une part, 
5 de stimulation de l'autobiosynthfcse de glutathion nSduit et, d'autre part, 
d'inhibition de l'apparition de proteines de stress, marqueurs moleculaires 
degressions epidermiques. 

Ces recherches ont permis d'aboutir a un complexe synergique 
pr6sentant en particulier des activit6s photoprotectrices d'effets deietfcres 
10 biomol6culaires et destine notamment k 6tre int6gre dans une preparation 
cosm6tique et/ou pharmaceutique k usage topique pour la peau et/ou les phanfcres, 
comportant au moins un extrait de graines de Pisum Sativum riche en peptides, un 
extrait de plante de la famille des meiiacees, riche en tannins et/ou derives 
coumariniques (et, le cas echeant en triterpenoides et/ou en saponosides), et, le cas 
1 5 echeant, au moins un acide amine sous forme de sel(s) complexe(s). 

Ce complexe synergique actif se presente preferentiellement sous 
forme concentre et facilement utilisable par les formulateurs cosmeticiens. 

Conformement k une premiere caracteristique de Finvention, le 
complexe synergique comporte entre 0,05 % et 40 % en poids, preferentiellement 
20 entre 1 % et 40 % en poids, d'extrait de Pisum Sativum riche en peptides, sous 
forme d6shydratee ou non. 

Le procede de preparation de Textrait peptidique de graines (pois) de 
Pisum Sativum peut, a titre d'exemple, consister a broyer les pois en presence 
d'eau aciduiee et d'operer une agitation k 50° C, puis h centrifuger et k realiser une 
25 ultrafiltration de la suspension obtenue et enfin k filtrer le retentat et 
eventuellement k le deshydrater par atomisation ou lyophilisation. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, le complexe 
synergique comporte entre 0,005 % et 10 % en poids, preferentiellement entre 
0,1 % et 10 % en poids, d'extrait de plante de la famille des meiiacees riche en 
30 tannins et/ou derives coumariniques. 

Preferentiellement, l'extrait de plante de la famille des meiiacees 
consiste en un extrait aqueux, alcoolique ou hydroalcoolique deshydrate de Khaya 
Senegalensis, preferentiellement un extrait de Tecorce de cette plante ou, le cas 
echeant, un extrait des feuilles ou des graines de cette derniere. 
35 Le procede de preparation de l'extrait d'ecorce de Khaya 

Senegalensis peut consister, par exemple, k broyer l'ecorce de cette plante, puis k 
la mettre en suspension k 20 % dans de l'eau distillee, en agitant pendant deux 
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heures a 90° C ou en laissant en maceration a temperature ambiante pendant deux 
jours, et enfin k op6rer une s6paration, une filtration, suivie 6ventuellement d'une 
d6shydratation (atomisation ou lyophilisation). 

L'extraction de la fraction active (comprenant notamment des tannins 
5 et/ou d6riv6s coumariniques) pourra 6galement 6tre opSree dans les mSmes 
conditions en utilisant comme solvant l'ethanol ou un melange eau/ethanol. 

Conformement k une autre caract6ristique de l'invention, l'acide 
amine ou les acides amines pr6sent(s) appartien(en)t au groupe form6 par 
l'histidine, l'arginine et la tyrosine, ledit ou lesdits acide(s) amines) &ant 
10 present(s) sous forme de sels d'acide succinique et/ou d'acide aspartique, 

De mantere avantageuse, les acides amin6s sont presents sous forme 
pure, sous forme de sels d'acide succinique et/ou d'acide aspartique et/ou sous 
forme de m61anges du type (sel d'acide amine ou acide amin6 / acide succinique 
ou acide aspartique), representant ensemble entre 0,05 % et 40 % en poids, 
1 5 prSferentiellement entre 0, 1 % et 40 % en poids, du complexe synergique actif . 

Outre les composants pr&ntes, le complexe synergique selon 
Tinvention peut egalement comporter (i) entre 0,05 % et 5 % en poids d'un extrait 
hydrosoluble de cellules de levure, du type Saccharomyces Cerevisiae, (ii) entre 
0,05 % et 10 % en poids d'oses, de polyosides et/ou de polysaccharides, 
20 notamment de saccharose et/ou de glycogene, et/ou (iii) entre 0,01 % et 10 % en 
poids de vitamine(s) du groupe B, telles que notamment la pyridoxine et/ou la 
niacinamide. 

Compte tenu des diff6rentes caract6ristiques mentionnees ci-dessus, 
une formulation ponderale type d'un complexe synergique actif selon l'invention 
25 peut se pr6senter comme suit : 

1) extrait peptidique de graines de Pisum Sativum (pois) Ik 40% 

2) extrait aqueux ou hydroalcoolique d'6corce de 

Khaya Senegalensis 0,1 ^ 10 % 

3) acides amines (histidine, arginine et/ou tyrosine) sous forme de 

30 sels d'acide(s) succinique et/ou aspartique 0,1 k 40 % 

4) extrait hydrosoluble de levure 0,05 k 5 % 

5) vitamine B (pyridoxine et/ou niacinamide) 0,01 k 10 % 

6) polyoside (glycogfcne) 0,05 k 10 % 

7) support et/ou solvant qsp 100 % 

35 Le complexe synergique precit6 peut Stre conditionn6 sous des 

formes gal6niques variees telles qu'un liquide, un solut6, une pate, une poudre, des 
liposomes, des microspheres, des microcapsules, des nanoparticules ou analogues. 
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Les exemples 1 h 7 ci-apres illustrent, de maniere non limitative, 
differentes formulations ponderales possibles (exprimees en %) pour le complexe 



synergique actif selon l'invention. 
JExempte 1 : 

5 Extrait peptidique de Pisum Sativum atomisS 30,00 
Extrait aqueux d^corce de Khaya Senegalensis lyophilis6 
2,00 

Sorbitol qsp 100,00 

Exempte 2 : 

1 0 Extrait peptidique de Pisum Sativum 30,00 

Extrait aqueux d'6corce de K. Senegalensis lyophilis6 2,00 

Acide succinique, sel d'Histidine 2,00 

Acide succinique, sel d'Arginine 3,00 

Aspartate d'Arginine 2,00 

15 Tyrosine 1,00 

Extrait hydrosoluble de Saccharomyces Cerevisiae 2,00 
Sorbitol qsp 100,00 
Exempte 3 : 

Extrait peptidique de Pisum Sativum 30,00 

20 Extrait hydroalcoolique d'ecorce de K. Senegalensis 0,50 

Acide succinique, sel d'Histidine 1 ,00 

Acide succinique, sel d'Arginine 5,00 

Aspartate d'Arginine 0,50 

Tyrosine 1,00 

25 Extrait hydrosoluble de Saccharomyces Cerevisiae 2,00 
Mannitol qsp 100,00 
Sample 4: 

Extrait peptidique de Pisum Sativum 1 5,00 

Extrait d'6corce de K. Senegalensis 5,00 

30 Succinate d'Histidine et d'Arginine 1 0,00 

Tyrosine 1 ,00 

Glycogfcne 5,00 
Sorbitol qsp 100,00 
Example 5 : 

35 Extrait peptidique de Pisum Sativum atomise 1 0,00 

Extrait d'6corce de K. Senegalensis (lyophilisat) 5,00 

Acide succinique, sel d'Histidine et d'Arginine 20,00 
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Aspartate d'Arginine 2,00 

Tyrosine 1,00 

Pyridoscine, C1H 3,00 

Sorbitol qsp 100,00 

5 Exemple 6 : 

Extrait peptidique de Pisum Sativum 20,00 

Extrait hydroalcoolique d'ecorce de K. Senegalensis (lyophilisat) 0,50 

Acide succinique, sel d'Histidine et d'Arginine 10,00 

Aspartate d'Arginine 5,00 

10 Tyrosine 1,50 

Extrait hydrosoluble de Saccharomyces Cerevisiae 3,00 

Mannitol qsp 100,00 
Exemple 7 : 

Extrait peptidique de Pisum Sativum (atomisat) 10,00 

1 5 Extrait aqueux d'6corce de K. Senegalensis (lyophilisat) 1 ,00 

Acide succinique / Histidine (25/75) 4,50 

Arginine / Acide Aspartique (75/25) 4,75 

Tyrosine 1,00 

Extrait hydrosoluble de Saccharomyces Cerevisiae (lyophilisat) 1 ,50 

20 Pyridoxine, C1H 1,00 

Mannitol qsp 100,00 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'un 



complexe synergique tel que decrit ci-dessus en tant que compose actif pour la 
preparation d'une composition ou d'uri produit cosm6tique et/ou pharmaceutique a 
25 usage topique pour la peau et/ou les phanferes. 

Ledit complexe synergique peut etre utilise en tant qu'agent actif 
anti-stress cutane, demontree par une reduction de Texpression des proteines de 
stress connues sous la designation HSP, notamment HSP27, induite au niveau de 
r^piderme suite k des stress du type irradiations solaires UV-A, UV-B et visibles, 
30 et/ou a un echauffement de la peau. 

H empeche ainsi ou inhibe I'apparition de proteines de stress induites 
par des irradiations solaires et reduit, par cons6quent, les effets nefastes du type 
inflammation locale et radicaux libres generes par ces irradiations. 

Ledit complexe synergique peut egalement etre utilise, d'une part, en 
35 tant qu'agent stimulateur de l'autosynthese de glutathion r6duit, par les cellules 
cutanees ou capillaires et/ou, d'autre part, en tant qu'agent s'opposant h, l'apparition 
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des ponts disulfides induits par les irradiations solaires aigues ou r6sultant du 
vieillissement cutane chronique photo-induit. 

Preferentiellement, il est int6gre dans un produit du type 
photoprotecteur solaire ou aprds-soleil, seul ou en association comptementaire 
5 avec des filtres solaires, ou dans un produit de soin cutane de jour, k action 
preventive et/ou r6paratrice des effets du vieillissement et/ou anti-pollution (en 
association ou non avec des filtres solaires). 

Enfin, la pr6sente invention a egalement pour objet un produit 
cosm&ique et/ou pharmaceutique pour la peau et/ou les phanfcres (liquide, lotion, 
10 emulsion, cr&me ou analogue), pr^sentant notamment une activity 
cytophotoprotectrice mol6culaire, caract6ris6 en ce qu'il comporte entre 0,01 % et 
90 % en poids, avantageusement entre 0,05 et 20 % en poids, d'un complexe 
synergique actif tel que decrit ci-dessus, eventuellement associe & des filtres 
solaires. 

15 Le produit cosmetique et/ou pharmaceutique precit6 comporte, de 

maniere pr6f6rentielle, entre 1 et 10 % en poids du complexe synergique actif 
selon Tinvention et on observe, suite k des applications topiques externes dudit 
produit, un effet protecteur, photo-protecteur et anti-inflammatoire local. 

A titre d'exemples non limitatifs de realisations pratiques de 

20 compositions selon Tinvention, on d6crira ci-apres diff6rent(e)s produits ou 
preparations cosm6tiques comprenant le complexe synergique actif pr6cit6 : 

Exemple 1 : 

Un produit cosmetique sous forme d'emulsion anti-stress pour le visage conforme 
& Tinvention pourra, par exemple, presenter une composition ponderale, constituee 
25 k partir des fractions A, B et C suivantes, telle qu'indiquee ci-apr&s. 



Fraction A : 

- Stearate de glycerol (et) setarate de PEG 100 1 ,500 

- Stearate de glycerol (et) CETETH-20 1 ,500 

- Alcool cetylique 1,000 
30 - Triglyceride capry lique / caprique 5 ,000 

- Isononanoate cetostearylique 4,000 

- Octyldodecanol 3,000 

- Dimethicone 0,500 

- Elestab 4121 (Laboratoires Serobiologiques) 0,300 
35 Fraction B : 

- Eau 73,550 
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- Elestab 4112 (Laboratoires Serobiologiques) 0,400 

- Glycerine 5,000 

- Gomme xanthane 0,500 

- Complexe synergique actif (exemple 6) 5,000 
5 Fraction C : 

- Polyacrylamide et Isoparaffine (et) Laureth-7 0,750 



Le proc6d6 de preparation et de fabrication de Temulsion pour le visage pr6cit£e 
consiste essentiellement k preparer la fraction B (dissolution de TElestab 4112 
dans Teau et ajout de la glycerine k 75° C, puis ajout de la gomme xanthane et 
10 dissolution du complexe synergique), a pr6parer la fraction A k 75° C et k la verser 
dans la fraction B a 75° C, sous agitation turbine, k ajouter ensuite la fraction C a 
60° C, sous agitation turbine, k laisser refroidir et k mettre en oeuvre une agitation 
planetaire k partir de 50° C, jusqu'au retour k temperature ambiante. 

Exemple 2 ■ 

15 Un produit cosm6tique sous forme de creme protectrice et anti-age pour le cou 
conforme k Tinvention pourra, par exemple, presenter une composition ponderale, 
constitute k partir des fractions A et B suivantes, telle qu'indiquee ci-apres. 



Fraction A : 

- Palmitate de sorbitol 3,500 
20 - St6arate de glyc6rol 1 ,500 

- Alcool c6tylique 2,500 

- Isononanoate c6tost6arylique 7,000 

- Octyldodficanol - 2,500 

- Huile de paraffine 3,000 
25 - Dim&hicone 2,000 

- Elestab 4121 (Laboratoires Serobiologiques) 0,300 
Fraction B : 

-Eau 69,100 

- Elestab 4112 (Laboratoires Serobiologiques) 0,400 
30 - Glycerine 4,000 

- Sulfate c&ostearylique de Sodium 1 ,200 

- Complexe synergique actif (exemple 3) 2,000 



Le procedS de preparation et de fabrication de la creme pr6citee consiste 
essentiellement a preparer la fraction B k 75° C, a y verser sous agitation turbine la 
35 fraction A k 80° C, k laisser refroidir et k maintenir l'agitation turbine, jusqu'a 
50° C, et k poursuivre le refroidissement au plan6taire, jusqu'i retour k 
temperature ambiante. 
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Exemple 3 : 

Un produit cosmetique sous forme de cr&me solaire conforme a Tinvention pourra, 
par exemple, presenter une composition pond6rale, constitute h. partir des 
fractions A et B suivantes, telle qu*indiqu6e ci-aprfes. 



5 Fraction A : 

- Alcool c6tylique 5,000 

- Triglyceride caprylique / caprique 6, 1 00 

- Huile de paraffine 3,750 
-Lanoline 1,000 

1 0 - StSarate de glycerol 2,000 

- Dim&hicone 0,250 

- Octyldod6canol 4,500 

- Octyl St6arate 8,150 

- Octyl M&hoxycinnamate 6,800 
1 5 - Butyl Methoxybenzoy 1 M6thane 2,000 

- Elestab 4121 (Laboratoires S6robiologiques) 0,300 
Fraction B : 

- Eau 53,750 

- Elestab 4112 (Laboratoires Serobiologiques) 0,400 
20 - Glycerine 3,000 

- Phosphate cetylique de potassium 3,000 



Le proc6d6 de preparation et de fabrication de la cr&me solaire pr6cit6e consiste 
essentiellement & pr6parer la fraction A et la fraction B k 75° C, a ensuite verser la 
fraction A, sous agitation turbine, dans la fraction B h 75° C et k refroidir le 
25 melange jusqu'k temperature ambiante, sous agitation planetaire. 
Exemple 4 : 

Un produit cosm6tique sous forme de cr6me solaire conforme h l'invention pourra, 
par exemple, presenter une composition ponderale, constitute a partir des 
fractions A et B suivantes, telle qu'indiquee ci-apr&s. 



30 Fraction A : 

- Alcool cttylique 5,000 

- Triglyceride caprylique / caprique 6, 1 00 

- Huile de paraffine 3,750 
-Lanoline 1,000 

35 - Stearate de glycerol 2,000 

- Dimethicone 0,250 

- Octyldodecanol 4,500 
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- Octyl St6arate 8,150 

- Octyl M6thoxycinnamate 6,800 

- Butyl M6thoxybenzoyl Methane 2,000 

- Elestab 4121 (Laboratoires S6robiologiques) 0,300 
5 Fraction B : 

-Eau 50,750 

- Elestab 4112 (Laboratoires Serobiologiques) 0,400 

- Glycerine 3,000 

- Phosphate cStylique de potassium 3,000 
1 0 - Complexe sy nergique (exemple 7) 3 ,000 



Le proc£d6 de preparation et de fabrication de la crfcme solaire pr6cit6e consiste 
essentiellement k preparer la fraction A k 80° C et la fraction B k 75° C, puis k 
verser la fraction A k 80° C sous agitation turbine dans la fraction B k 75° C et k 
refroidir le melange jusqu'& temperature ambiante, sous agitation plan£taire. 

15 Afin d'illustrer et de d6montrer les avantages des agents complexes 

selon les exemples precites (leurs proprietes originales et leur int6r8t et specificity 
par rapport aux filtres solaires UV-B et UV-A), les tests d'objectivation suivants 
(A, B, C, D et E) ont 6t6 realis6s avec le complexe synergique act if correspondant 
k Texemple 7 d6crit prec6demment. 

20 Les rSsultats de ces tests ont 6te represent6s de manifcre graphique sur 

les figures 1 k 8 des dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 est une representation graphique du taux de glutathion 
des fibroblastes humains MRC5 en test de survie (test d'activite A) [Test de 
Student - (**) indique que p < 0,01] ; 

25 - la figure 2 est une representation graphique du taux de PGE2 

(prostaglandin E2) de keratinocytes humains NCTC2544 sous rayonnement UV- 
B (30 mJ/cm 2 ) - test d'activite C [Test t de Student - (*) indique que p < 0,05 et 
(**) indique que p < 0,01] ; 

- la figure 3 est une representation graphique du taux de LDH (lactate 
30 dehydrogenase relargu£ dans le limieu de culture surnageant) de keratinocytes 

humains NCTC2544 sous rayonnement UV-B (30 mJ/cm 2 ) - test d'activitd C / 
traitement simultane [Test t de Student - (*) indique que p < 0,05 et (**) indique 
que p< 0,001] ; 

- la figure 4 est une representation graphique du pourcentage 
35 d'inhibition de la lipoxygenase par dosage des anions superoxydes form6s intubo - 

test d'activit6 C ; 
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- la figure 5 est une representation graphique du taux de MDA 
(malonaldiald6hyde) de fibroblastes MRC5 sous rayonnement UV-A (15 J/cm 2 ) - 
test d'activite D / traitement preventif [(*) indique que p < 0,05] ; 

- la figure 6 est une repr6sentation graphique du taux de GSH 
5 (glutathion r6duit) de fibroblastes MRC5 sous rayonnement UV-A (15 J/cm 2 ) - 

test d'activit6 D / traitement preventif [Test t de Student - (*) indique que 
p<0,05]; 

- la figure 7 est une repr6sentation graphique montrant Teffet 
protecteur sur peau humaine, ex-vivo, en culture organotypique, avant une 

10 irradiation par un simulateur solaire, vis k vis de I'induction de la proline de 
stress HSP27 visualis£e par immunohistochimie, au niveau des couches vivantes 
de l'epiderme - test d'activit6 E [U de Mann et Whitney - (**) indique que 
p < 0,001 et (NS) veut dire "non significatif '] ; et, 

- la figure 8 est une representation graphique montrant Teffet 
15 protecteur sur peau humaine, ex-vivo, en culture organotypique, avant une 

irradiation par un simulateur solaire, vis k vis de I'induction des ponts S-S 
visualises histochimie, au niveau des couches vivantes de l'epiderme - test 
d'activit6 E [U de Mann et Whitney - (**) indique que p < 0,001 et (NS) veut dire 
"non significatif 

20 A) Activitd nutritive et eutrophique sur fibroblastes humains en 

survie (in vitro). 

Les capacites eutrophiques des complexes synergiques actifs selon 
1'invention ont 6te evalu6es par un test de survie sur fibroblastes humains MRC5. 
Les doses k tester ont 6l6 determines pr6alablement par un test de toxicite sur 
25 fibroblastes MRC5. 

Pour le test de survie, le produit a ete dissous dans le milieu de 
culture standard DMEM et mis en contact des MRC5 trois jours apres 
Tensemencement. Puis au bout de sept jours d'incubation a 37° C (CO2 = 5 %), la 
survie des cellules a 6t6 6valuee par dosage du glutathion (GSH) intracellular par 
30 une sonde fluorescente (OPTH), selon la m6thode de HISSIN P.J. et de HILF R.. 

Le complexe anti-stress a am61iore significativement le taux de GSH 
des MRC5 en survie : + 64 % et + 74 % k J + 7 pour 0,1 et 0,2 % (voir figure 1). 

B) Activit6 anti-radicaux libres (tests in tubo) 

Les capacites anti-radicaux libres ont 6te evalu6es par une batterie de 
35 tests recouvrant les formes radicalaires initiales ainsi que les formes r6actives de 
1'oxygfene induites. 
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1) Test anti-radicaux libres au DPPH° : ce test a evalue les capacity 
du complexe synergique & stabiliser un radical libre colore, le 
diph6nylpycrylhydrazyl (DPPH°) en son leucod6riv6 stable. 

2) Tests anti-radicaux hydroxyles (OH°) par la r6action de Fenton : 
5 ces tests ont 6valu6 les capacites a scavenger les OH° formes par le fer avec H2O2 

et reveles par Tacide salicylique (reaction coloree) ou par le desoxyribose (le 
desoxyribose est un compose essentiel de l'ADN, et ses produits d'oxydation par 
OH° sont r6v616s par l'acide thiobarbiturique). De plus, un essai est realise sans 
EDTA pour determiner les capacites a capter le fer (effet ferriprive). 

10 3) Tests anti-anions superoxydes (02~ # ): 02~ 9 est produit durant les 

stress oxydatifs par induction de la xanthine oxydase qui va degrader les 
coenzymes NAD(P) et l'hypoxanthine en exces par arr6t du m6tabolisme 
energetique dans les tissus (C>2~ # se dismute spontanement ou en presence de 
superoxyde dismutase en H2O2). 

15 Ces tests biochimiques sont realises par melange d'hypoxanthine et 

xanthine oxydase et revelation des C>2~ # par le luminol ou revelation des O2" 9 et 
H2O2 par le luminol + microperoxydase. 

Les resultats (tableau ci-dessous) ont montre que le complexe 
synergique actif selon l'invention presentait un large spectre d'activite anti- 

20 radicaux libres, couvrant aussi bien les formes radicalaires initiales (DPPH°) que 
les formes rdactives de 1'oxygene induites (OH°, 02~* et H2O2) ainsi qu'une 
activite ferriprive d6montree par la reaction de Fenton sur le desoxyribose sans 
EDTA (CI50 = 0,23 %). 



Tests 


CI50 (en % p/v) 


Tests chimiques : 
DPPH° 

R6action de Fenton : Acide salicylique 

Desoxyribose avec EDTA 
sans EDTA 


CI50 = 0,36 % 
CI50 = 0,12 % 
CI50 = 0,14% 
CI50 = 0,23 % 
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Tests biochimiques : 




M6thode au luminol 


CI50 = 0,04% 


M&hode au luminol + microperoxydase 


CI50 = 0,70% 



C) Activity cytophotoprotectrice anti-inflammatoire vis-a-vis des 



UV-B (test in vitro) 

Les UV-B d6clenchent un processus inflammatoire (6rythfcme, 
oedfeme) par activation d'une enzyme, la phospholipase A2, qui libfere de 1'acide 
5 arachidonique (acide gras insatur£) h partir des membranes biologiques. 

Cacide arachidonique est le precurseur des mddiateurs de 
I'inflammation tels que les prostaglandines et les leucotri&nes. 

Les prostaglandines (dont la PGE2) sont fornixes par Taction de 
cycIooxyg6nases, puis sont secr6tees hors de la cellule et agissent par 
10 l*interm6diaire de r£cepteurs sp£cifiques (oedeme, eryth&me, immunosuppression). 

Les leucotrienes sont formes par les lipoxygenases et agissent 
(comme les prostaglandines) sur des recepteurs sp6cifiques. Ainsi, le leucotrifene 
LTB4 attire et active les polynucl6aires neutrophiles qui vont liberer des radicaux 
libres et des proteases d6truisant les tissus. 
15 L'activit6 de la lipoxygenase produit 6galement des anions 

superoxydes qui amplifient le stress oxydatif induit par les prostaglandines et les 
leucotrienes. 

L'effet anti-PGE2 du complexe synergique actif selon 1'invention a 
6t6 6valu6 sur une culture de k6ratinocytes humains, arrives h saturation in vitro. 
20 Le milieu de croissance est remplace par une solution saline glucosee 

(contenant les diverses concentrations du complexe synergique) puis les cultures 
sont irradi6es (30 mJ/cm^ ; tubes fluorescents UV-B) et incubees de nouveau une 
nuit a 37° C, CO2 = 5 %. 

Le nombre de cellules a 6t6 quantify aprfcs trypsination par un 
25 compteur de particules. Sur le milieu surnageant, le taux de PGE2 a 6t6 evalue par 
un test ELISA tandis que le taux de LDH (lactate dehydrogenase) a 6t6 dose par 
reaction enzymatique (DO & 340 nm). 

^inhibition de la lipoxygenase a 6t6 d6termin£e in tubo par 
quantification des anions superoxydes (par luminescence) produits par cette 
30 enzyme en presence d'acides gras insatures. 
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Le complexe synergique selon l'invention (0,2 %, p/v) (voir figures 
2, 3 et 4) a rdduit fortement le taux de PGE2 (- 71 %) et de LDH (- 41 %) 
relarguds apres 1'irradiation UV-B. 

Le complexe synergique pr&ente une CI50 de 0,27 % (p/v) vis-^-vis 
5 des anions superoxydes induits par la lipoxyg6nase. 

Comparativement h l'aspirine, le complexe anti-stress est moins actif 
vis-^-vis des PGE2 mais, par contre, il est plus actif vis-a-vis de la LDH (qui 
caract&rise la souffrance membranaire) et vis-a-vis de la lipoxyg6nase. 

Le complexe synergique selon 1'invention presente des capacites anti- 
10 inflammatoires suite a irradiation UV-R non seulement par inhibition de la 
cyclooxygenase et par cytophotoprotection des membranes biologiques, mais aussi 
par capture des anions superoxydes produits par l'activit6 des lipoxygenases sur 
les acides gras insatur6s. 

D) Activity cytophotoprotectrice vis-a-vis des UV-A et stimulante 
15 de 1'auto-synthese du glutathion (test in vitro sur fibroblastes humains MRC5) 

Des fibroblastes MRC5 ont 6te mis en culture dans un milieu de 
croissance jusqu^ saturation du tapis cellulaire. 

Puis, le milieu de croissance a 6te remplac6 par un milieu standard 
contenant le complexe synergique aux diverses doses k tester. 
20 Aprfcs incubation de 48 heures h 37° C, les diff6rents milieux ont 6te 

remplaces par une solution saline, puis les MRC5 ont ete irradtes (par des tubes 
UV-A). 

D£s la fin de 1'irradiation, la solution saline a ete prelev6e, pour le 
dosage du malonaldiald£hyde (MDA) par reaction avec de l'acide thiobarbiturique 

25 i chaud (fluorescence & 560 nm). Les cellules MRC5 ont 6t6 r^cup^rees pour le 
dosage des prolines (methode de Bradford) et du glutathion (GSH) par une sonde 
fluorescente (le MDA est un produit de degradation des lipides insatur6s qui 
composent les membranes biologiques et il provoque des pontages qui inhibent les 
enzymes et forment les lipofuscines (taches de vieillesse) et serait mutagene). 

30 Les r6sultats (voir figures 5 et 6) montrent que les UV-A (15 J/cm 2 ) 

ont fortement induit la s6cretion de MDA (x 10) et ont fait chuter de 25 % environ 
le taux de GSH dans les MRC5. 

Le complexe synergique actif selon l'invention a reduit la 
lipoperoxydation induite par les UV-A : -32 % pour la dose de 0,2 % (p/v). 

35 Le complexe synergique a inhibe la destruction du GSH par les 

UV-A : + 41 % pour la dose de 0,2 % (p/v). 
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Le complexe synergique a done r6duit la lipoperoxydation des 
fibroblastes, induite par les UV-A, notamment par augmentation du taux du 
glutathion r6duit. 

E) Activity anti-proteines de stress et anti-ponts disulfides (test sur 
5 peau humaine ex-vivo) 

Le but de cette dernfere etude etait de tester Tefficacite antisolaire du 
complexe synergique actif h 3 % en association avec un melange de filtres UV-A 
+ UV-B, comparativement & ces filtres solaires seuls, lors d'irradiations cutan6es, 
ex vivo, par un simulateur solaire. 
10 Afin d'appr6cier Tefficacit6 antisolaire du complexe anti-stress, 

l'irradiation de peaux humaines en culture organotypique (ex vivo), a ete realisee 
avec ou sans traitement topique par les produits solaires k tester, dont la 
composition a ete precis6e aux exemples 3 et 4 pr6cites. 

L'activit6 des produits a ensuite 6t6 6valu6e par immunohistochimie 
15 + analyse d'images sur deux marqueurs du stress solaire : induction de la protdine 
de stress HSP27 et l'apparition des ponts disulfures (S-S) dans les couches 
vivantes de 1'epiderme. 

Les resultats de l'expdrimentation (voir figures 7 et 8) ont permis de 
constater que : 

20 - dans T6piderme de la peau humaine normale non stress6e, le 

proline de stress HSP27 n'est pas exprim^e et les ponts disulfures ne sont 
presents qu f au niveau du stratum corneum, 

- pour les trois temps d'irradiation 6tudi6s, on observe une induction 
tr£s importante de la proteine de stress, 

25 - il y a apparition de nombreux ponts disulfures au niveau des 

couches vivantes de l f 6piderme pour les deux temps d'irradiation les plus 61ev6s, 

- Tapplication des crimes contenant les filtres solaires, avant 
Tirradiation, limite dans la plupart des cas partiellement Tinduction de la proteine 
de stress, et, dans tous les cas, l'apparition des ponts S-S, 

30 - par contre, Tapplication de la cr&me contenant le complexe 

synergique actif, avant l'irradiation, evite presque totalement Texpression de la 
proteine de stress HSP27 et l'apparition des ponts S-S dans les couches vivantes 
de l'^piderme humain. 

Bien entendu, l'invention n'est pas limitee au mode de realisation 

35 d6crit et repr6sent6 aux dessins annex6s. Des modifications restent possibles, 
notamment du point de vue de la constitution des divers 616ments ou par 
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substitution equivalents techniques, sans sortir pour autant du domaine de 
protection de l'invention. 
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REVENDICATIONS 



1 . Complexe synergique destine notamment h £tre int£gr£ dans une 
pr6paration cosm6tique et/ou pharmaceutique h usage topique pour la peau et/ou 
les phan&res, caract6rise en ce qu'il comporte au moins un extrait de graines de 
Pisum Sativum riche en peptides, un extrait de plante de la famille des m£liac6es, 

5 riche en tannins et/ou d6riv6s coumariniques et, le cas 6cheant, au moins un acide 
amin6 sous forme de sel(s) complexe(s). 

2. Complexe synergique selon la revendication 1, caracterise en ce 
qu'il comporte entre 0,05 % et 40 % en poids, pr6f6rentiellement entre 1 % et 
40 % en poids, d'extrait de Pisum Sativum riche en peptides, sous forme 

1 0 d6shy drat6e ou non . 

3. Complexe synergique selon Tune quelconque des revendications 1 
et 2, caracteris6 en ce qu'il comporte entre 0,005 % et 10 % en poids, 
pr6ferentiellement entre 0,1 % et 10 % en poids, d'extrait de plante de la famille 
des m£liac6es riche en tannins et/ou d6riv6s coumariniques. 

15 4. Complexe synergique selon la revendication 3, caract6ris6 en ce 

que l'extrait de plante de la famille des mdliacees consiste en un extrait aqueux, 
alcoolique ou hydroalcoolique deshydrate de Khaya Senegalensis, 
pr6f6rentiellement un extrait de 1'ecorce de cette plante. 

5. Complexe synergique selon l'une quelconque des revendications 1 
20 h. 4, caracteris6 en ce que l'acide amin6 ou les acides amines present(s) 

appartien(en)t au groupe forme par Thistidine, l'arginine et la tyrosine. 

6. Complexe synergique selon la revendication 5, caracteris6 en ce 
que les acides amines sont presents sous forme de sels d'acide succinique et/ou 
d'acide aspartique. 

25 7. Complexe synergique selon la revendication 5, caracteris6 en ce 

que les acides amin6s sont pr6sents sous forme pure, sous forme de sels d'acide 
succinique et/ou d'acide aspartique et/ou sous forme de m61anges du type (sel 
d'acide amine ou acide amin£ / acide succinique ou acide aspartique), repr6sentant 
ensemble entre 0,05 % et 40 % en poids, pref6rentiellement entre 0,1 % et 40 % 

30 en poids, du complexe synergique actif. 

8. Complexe synergique selon Tune quelconque des revendications 1 
k 7, caract6rise en ce qu'il comporte 6galement entre 0,05 % et 5 % en poids d'un 
extrait hydrosoluble de cellules de levure, du type Saccharomyces Cerevisiae. 
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9. Complexe synergique selon Tune quelconque des revendications 1 
h 8, caracterise en ce qu'il comporte egalement entre 0,05 % et 10 % en poids 
d'oses, de polyosides et/ou de polysaccharides, notamment de saccharose et/ou de 
glycog&ne. 

5 10. Complexe synergique selon Tune quelconque des revendications 

1 k 9, caracterise en ce qu'il comporte Egalement entre 0,01 % et 10 % en poids de 
vitamine(s) du groupe B, telles que notamment la pyridoxine et/ou la niacinamide. 

11. Utilisation d'un complexe synergique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10 en tant que compose actif pour la preparation d'une 

10 composition ou d'un produit cosmetique et/ou pharmaceutique h usage topique 
pour la peau et/ou les phan&res. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que le 
complexe synergique est utilise en tant qu'agent actif anti-stress cutan6, d6montr6e 
par une reduction de I'expression des prot6ines de stress connues sous la 

1 5 designation HSP, notamment HSP27. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 11 et 12, 
caracterisee en ce que le complexe synergique actif est utilise en tant qu'agent 
stimulateur de l'autosynthese de glutathion r&iuit, par les cellules cutan6es ou 
capillaires. 

20 14. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 11 h 13, 

caracteris6e en ce que le complexe synergique actif est utilise en tant qu'agent 
s'opposant a l'apparition des ponts disulfures induits par les irradiations solaires 
aigues ou resultant du vieillissement cutane chronique photo-induit. 

15. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 11 h 14, 
25 caracterisee en ce que le complexe synergique actif est integre dans un produit du 

type photoprotecteur solaire ou dans un produit de soin cutane de jour, k action 
preventive et/ou reparatrice des effets du vieillissement. 

16. Produit cosmetique pour la peau et/ou les phaneres, presentant 
notamment une activit6 cytophotoprotectrice moieculaire, caracterise en ce qu'il 

30 comporte entre 0,01 % et 90 % en poids d'un complexe synergique selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 10. 

17. Produit pharmaceutique pour la peau et/ou les phaneres, 
pr6sentant notamment une activite cytophotoprotectrice moieculaire, caracterise 
en ce qu'il comporte entre 0,01 % et 90 % en poids d'un complexe synergique 

35 selon l'une quelconque des revendications 1 k 10. 
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